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ABSTRAKT 
 
Protinádorová aktivita platinových cytostatik je spojována se schopností těchto 
látek interagovat s DNA. Platinové komplexy mohou změnit strukturu DNA 
modifikováním bází, zejména quaninů. Biologickým důsledkem takovýchto interakcí 
jsou změny v replikaci a transkripci. Komplex RNA polymerázy je zastaven v místě 
poškození DNA a tím označí lézi pro opravné proteiny, které se uplatňují v nukleotidové 
excizní opravě. Tento mechanismus opravy je spojován s odstraněním objemných DNA 
poškození z genomu.  
Hlavním cílem této práce bylo studovat toleranci poškození DNA způsobenými 
vazbou nových, biologicky aktivních komplexů platiny (II), které obsahují deriváty 
aromatických cytokininů jako ligandů; cis-[Pt (2-chlor-6-(4-methoxybenzylamino) - 9-
isopropylpurin)2Cl2] (PR-001), cis-[Pt (2-chlor-6-(benzylamino)-9-isopropylpurin)2 Cl2 ] 
(PR-002) a cis-[Pt (2 - (3-hydroxypropylamino) -6 - (benzylamino)-9-
isopropylpurin)2 Cl2] (PR-005). 
Byly připraveny konstrukty DNA, které obsahovaly jednu specifickou DNA lézi a 
promoterovou sekvenci pro lidskou RNA polymerázu II a bakteriofágovou T7 RNA 
polymerázu. Metoda přípravy konstruktu využívá polymerázové řetězové reakce (PCR) 
a biotin-streptavidin interakcí na paramagnetických částicích k purifikaci konečného 
produktu. Syntetické oligomery (75-mer, 56-mer a 15-mer) jsou ligovány na 5´-
biotinovaný pCI-neo-G-less-T7 PCR fragment, kde 15-mer je buď nemodifikován nebo 
modifikován komlexem PR-005 a cisplatinou.  
Také byla studována inhibice RNA polymerázové aktivity na globálně 
modifikovaných plazminech pCI-neo a pUC19 novými platinovými komplexy a 
cisplatinou. 
Zjistili jsme, že bifunkční adukty komplexu PR-005 na rozdíl od aduktů PR-001 a PR-
002 účinně snižují množství transkriptu plné délky syntetizovaných oběma 
polymerázami. Tento výsledek lze vysvětlit tím, že vnitrořetězcový můstek a velké 
aromatické neodstupující ligandy komplexu PR-005 tvoří pro polymerázy výraznou 
stérickou překážku. 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
The anti-tumor activity of platinum based drugs is mediated by their ability to attack 
DNA. Platinum complexes can alter the structure of DNA by modifying the bases, mainly 
guanines. The biological consequnces of such interactions are compromising replication 
and transcription. RNA polymerase complex can stall at a damaged site in DNA and mark 
the lesion for repair by proteins that are utilized to execute nucleotide excision repair, a 
pathway commonly associated with the removal of bulky DNA damage from the genome. 
This RNA polymerase-induced repair pathway is called transcription-coupled nucleotide 
excision repair. 
Main goal of this thesis was to study RNA polymerases tolerance of  DNA damage by 
novel, biologically active platinum (II) complexes involving derivatives of aromatic 
3 
cytokinines as the ligands; cis-[Pt(2-chloro-6-(4-methoxybenzylamino)-9-
isopropylpurin)2Cl2](PR-001), 
cis-[Pt(2-chloro-6-(benzylamino)-9-isopropylpurin)2Cl2](PR-002 )and cis-[Pt(2-(3-
hydroxypropylamino)-6-(benzylamino)-9-isopropylpurin)2Cl2](PR-005). 
DNA templates (constructs) that contain a single, site-specific DNA lesion and support 
transcription by human RNA polymerase II and bacteriophage T7 RNA polymerase were 
prepared. The method is making use of polymerase chain reaction (PCR) and biotin-
streptavidin interactions and paramagnetic particles to purify the final product. 
Synthetic oligomers duplexes (75-mer, 56-mer and 15-mer) are ligated to  5´-biotin pCI-
neo-G-lessT7 PCR fragment, the 15-mer is either unmodified or modified with a site-
specific lesion of PR-005 and cisplatin. 
We also studied the inhibition of RNA polymerases activity on globally modified plasmid 
pCI-neo and pUC 19 by novel platinum complexes and cisplatin. 
We found that bifunctional adducts of complex PR-005 contrary to adducts of PR-
001 and PR-002 effectively decrease amount of full lenght transcripts produced by both, 
human and bacterial RNA polymerases. This result can be explained by a sterical block, 
induced to DNA by intrastrand cross-link of PR-005 with bulky aromatic ligands. 
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I ÚVOD 
Dříve než se nová léčiva zavedou do klinické praxe, musí projít řadou testů na 
různých úrovních. Po objevení nového možného léku se sleduje zejména jeho 
cytotoxicita, vliv na dávkování, vznik možných nežádoucích reakcí a také specificita 
účinku daného léku při nádorové terapii.  
Neustálé zlepšování účinků chemoterapeutik je dáno nespočetným množstvím 
studií již prokázaných účinných látek a stálé objevování nových.  
Principem chemoterapie při léčbě nádorů je nitrožilní podávání cytoxických látek, 
které zastavují buněčné dělení – tzv. cytostatika. Protinádorová chemoterapeutika 
působí různými mechanismy na struktury, které jsou obecně přítomny ve všech buňkách 
a jsou nutné pro jejich přežití. Jde zejména o poruchy DNA, nebo ovlivňují buněčné 
struktury nutné k dělení buněk. Výsledkem je zastavení růstu nebo smrt zasažených 
buněk (7). 
Existuje celá řada látek vykazujících cytotoxickou aktivitu. V této práci byl studován 
vliv poškození DNA novými, potenciálně účinnými komplexy platiny. 
V dnešní době je již nesporným faktem, že cisplatina, jejíž cytotoxický efekt byl 
objeven Rosenbergem již v 60. letech a její deriváty, představují zvláštní třídu 
protinádorově účinných látek používaných v současné chemoterapii. 
Neustále jsou studovány nové potenciální protinádorové sloučeniny s platinou se 
záměrem zlepšit jejich terapeutický profil, odstraněním jejich vedlejších účinků a 
získané rezistence. Identifikací cis/trans izomerů bylo objeveno, že rozhodující roli hraje 
charakterizace Pt(II) komplexů, protože u cis a trans izomerů bylo zjištěno, že mají 
rozdílné cytotoxické účinky[6]. 
Mnohé studie se zabývaly hledáním cílového místa působení protinádorově 
účinných sloučenin a pochopením mechanismu účinku. Bylo potvrzeno, že tímto cílovým 
místem působení je DNA (7). 
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II TEORETICKÁ ČÁST  
2.1 Protinádorově účinné komplexy platiny 
 
Platina patří společně s osmiem a iridiem do skupiny těžkých kovů. V periodickém 
systému je s protonovým číslem 78 a se stabilní elektronovou konfigurací [Xe] 
4f145d96s1 zařazena do 8. skupiny. Sloučeniny platiny se vyskytují ve druhém a čtvrtém 
oxidačním stupni [12]. 
 
 
2.1.1 Cisplatina 
Cis-diammindichloridplatnatý komplex cis-[PtCl2(NH3)2] obecně zvaný cisplatina 
(obr. l), je jednoduchá anorganická sloučenina poprvé syntetizovaná v roce 1844 
Peyronem [1]. Roku 1969 americký biofyzik Barnett Rosenberg objevil protinádorovou 
aktivitu na bakterii E.Coli [2]. Cisplatina patří k nejdéle používaným cytostatikům pro 
léčbu rakoviny. Značných úspěchů je dosahováno při léčbě rakoviny varlat, vaječníků a 
močového měchýře. V kombinaci s radioterapií dosahuje uspokojivých výsledků při 
aplikaci proti nádorům kostí, plic, tenkého střeva, mozku a nádorům hlavy a krku.  
Ačkoli je cisplatina jedním z nejúspěšnějších cytostatik, její využití má i své omezení. 
Zejména u nejčastějších nádorových onemocnění, jako je rakovina prsu či tlustého 
střeva, léčba cisplatinou selhává. Nežádoucím faktorem jsou vedlejší toxické účinky jako 
je nefrotoxicita (narušení funkce ledvin), myelotoxicita (porušení nervových drah v 
míše), ototoxicita (ztráta vnímání zvuků o vysokých frekvencích), poškození krvetvorby, 
zažívacího traktu a alergické reakce (kožní zahnědnutí, nevolnost, zvracení). 
Tyto nežádoucí účinky jsou důvodem vývoje nových léčiv s nižší toxicitou a větším 
rozsahem protinádorové působnosti.  
Cisplatina vytváří bifunkční adukty - vnitrořetězcové i meziřetězcové můstky na 
DNA. 
 
 
 
Pt
NH3
NH3
Cl
Cl  
 
Obr. č.1: Strukturní vzorec cisplatiny.  
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2.1.2 Karboplatina 
Druhým nejpoužívanějším protinádorově účinným komplexem platiny je 
karboplatina neboli cis-diammin(cyklobutandikarboxyl)platnatý komplex (obr. 2). 
Vyznačuje se podobnými protinádorovými vlastnostmi jako cisplatina, ovšem vykazuje 
mírnější vedlejší účinky. Používá se zejména při léčbě nádorů vaječníků. Je mutagenní, 
embryotoxická i teratogenní.  
 
 
 
Pt
O
O
O
O
H3N
H3N
 
 
Obr. č. 2: Strukturní vzorec karboplatiny. 
 
 
2.1.3 Oxaliplatina 
Oxaliplatina (1R,2R-diammin-cyklohexan-oxalátoplatnatý komplex) (obr. 3) je 
dalším nejčastěji používaným analogem cisplatiny v klinické praxi. Oxaliplatina je 
odvozena od cisplatiny nahrazením atomů chlóru molekulou oxalátu. Je účinná proti 
nádorům i buněčným liniím, které jsou na cisplatinu rezistentní. Oxaliplatina je také 
méně mutagenní než cisplatina. 
Ačkoli neprokázala významné výhody oproti cisplatině nebo karboplatině, ukázala 
se být potenciálně vhodná pro využití v některých cisplatině rezistentních nádorech 
podávaná v kombinaci s 5-fluorouracilem nebo kyselinou listovou [15]. 
 
 
 
Pt
O
O
N
N O
O
H2
H2  
 
Obr. č. 3: Strukturní vzorec oxaliplatiny. 
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2.2 Nové protinádorově účinné komplexy 
 
Neustále se hledají nové protinádorově aktivní koordinační sloučeniny, které by 
měly menší vedlejší účinky a vykazovaly by širší spektrum léčitelných nádorů než 
vykazuje cisplatina. 
Vedle již v klinické praxi používaných sloučenin jako je karboplatina, oxaliplatina 
nebo nedaplatina jsou již syntetizovány a popsány další perspektivní přímé analogy 
cisplatiny, polynukleární platinové komplexy, komplexy s atomem platiny ve čtvrtém 
oxidačním stupni, nebo komplexy s jiným centrálním kovem než je platina [11]. 
V této kapitole bude představen vždy jeden zástupce ze skupiny zmiňovaných . 
 
 
2.2.1 Trinukleární platinový komplex BBR3464 
Adukty DNA polyjaderných platinových komplexům se významně liší ve struktuře 
v porovnání s monojadernými platinovými komplexy. Zejména vznikající 
vnitrořetězcové a meziřetězcové můstky v DNA, které ovlivňují její konformaci, jsou 
rozpoznávány specifickými bílkovinami a opraveny odlišně ve srovnání s kroslinky 
cisplatiny a jejích mononukleárních analogů [30].   
Prekllinické studie trinukleárního komplexu BBR3464 prokazují cytotoxicitu u 10-
krát nižší koncentrace než cisplatina a zajištění citlivosti na cisplatině-rezistentní 
buněčné linii. BBR3464 vykazuje vysokou protinádorovou aktivitu v lidských 
nádorových liniích s mutovaným genem pro protein p53 [31]. Vlastnosti tohoto 
trinukleárního komplexu naznačují, že může být využíván ve více než 60 % případů 
onemocnění rakovinou, kde je indikován mutantní p53. 
 
 
 
 
Obr. č.4 : Struktura polyjaderného platinového komplexu BBR3464 [29]. 
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2.2.2 Komplexy s atomem platiny ve čtvrtém oxidačním stupni 
Tetravalentní platinové komplexy vykazují nižší reaktivitu než komplexy platiny 
v druhém oxidačním stupni. Při průchodu lidským tělem se účastní méně reakcí, a proto 
vykazují menší vedlejší účinky. 
 
Satraplatina (označovaná jako JM-216) je platinovým komplexem 3. generace, 
prokazující snížení rizika progrese u pacientů s metastázujícím karcinomem prostaty o 
33 %, prokazuje biologickou účinnost a příznivé účinky na bolest. Velkou výhodou je, že 
toto cytostatikum je podávané orálně.  
 
 
 
Obr. č.5: Strukturní vzorec satraplatiny. 
 
 
2.2.3 Komplexy s centrálním kovem jiným než platina 
Použitím jiného centrálního kovu než platiny lze očekávat, že vzniklé komplexy 
budou mít i jiné vlastnosti a protinádorový účinek. Mezi nejčastěji používané kovy patří 
ruthenium, rhodium, osmium, paladium, iridium nebo i další kovy jako je titan, měď 
nebo galium. 
 Mnoho studií se zaměřuje na komplexy ruthenia, jež se ukazují být velmi 
perspektivní díky nízké toxicitě. Rutheniové komplexy mají společné znaky s cisplatinou. 
Jedním z těchto znaků je například, že patří do 8. skupiny přechodových kovů [32].  
Ze studií vyplývá, že tato kovová cytostatika vykazují řadu odlišností od cisplatiny. 
Nevykazují křížovou rezistenci v cisplatině rezistentních nádorových buňkách, což je 
částečně způsobeno schopností rutheniových komplexů napodobovat vazby železa do 
biologicky významných molekul. Vzhledem k oktaedrální struktuře ruthenia (II) a 
rutheniových (III) komplexů, na rozdíl od čtvercově-planární geometrie sloučenin 
platiny, rutheniové komplexy s protinádorovou aktivitou budou fungovat jiným 
způsobem než cisplatina [33].  
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Obr.č.6: Strukturní vzorec dimethylsulfoxidového komplexu ruthenia pod názvem NAMI A 
[37]. 
 
 
2.2.4 Nové komplexy platiny s cytokininovými ligandy 
Předkládaná práce se zaměřuje na zkoumání vlastností nových, koordinačních 
sloučenin odvozených od cisplatiny na úrovni DNA in vitro. Tyto nové komplexy 
obsahují jako ligandy deriváty z rostlinných růstových hormonů – cytokininů. Obecný 
vzorec – cis-[Pt(Ln)Cl2], kde L = deriváty 9-isopropylpurinu. Komplexy byly testovány na 
cytotoxickou aktivitu in vitro ve čtyřech nádorových liniích – maligní melanom (G-361), 
chronická myeloidní leukémie (K-562), osteoblastní sarkom (HOS) a adenokarcinom 
prsu (MCF-7) [6, 34]. 
 
 
Tabulka č.1: Srovnání účinnosti studovaných platinových komplexů v různých 
nádorových liniích [34]. 
 
 IC50 [μM] 
Buněčná linie G-361 K-562 HOS MCF-7 
PR-001 >5 >5 >5 >5 
PR-002 >5 >5 >5 >5 
PR-005 3 3 2 5 
cisplatina 3 5 3 11 
 
 
Hodnota IC50 představuje minimální množství sloučeniny potřebné k usmrcení 50 % 
buněk v médiu. 
Studované komplexy jsou v této práci označeny jako PR-001, PR-002 a PR-005. 
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         PR-001     PR-002 
 
 
 
PR-005 
 
Obr. č.7: Strukturní vzorce studovaných platinových komplexů. 
 
PR-001 = cis-[Pt(2-chloro-6-(4-methoxybenzylamino)-9-isopropylpurin)2Cl2] 
PR-002 = cis-[Pt(2-chloro-6-(benzylamino)-9-isopropylpurin)2Cl2] 
PR-005 = cis-[Pt(2-(3-hydroxypropylamino)-6-(benzylamino)-9-isopropylpurin)2Cl2]; 
molekula ligandu 2-[3-(hyroxypropyl)amino]-6-benzylamino-9-izopropylpurin je 
pojmenována jako Bohemin [6]. 
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2.3 Struktura a funkce DNA 
 
Deoxyribonukleová kyselina je tvořena nukleodity. Jednotlivé nukleotidy jsou 
složeny z dusíkaté heterocyklické báze, pentosy a zbytku kyseliny fosforečné. Mezi 
fosfátovou skupinou a hydroxylovou skupinou na 3. uhlíku na pentose vzniká tzv. 
fosfodiesterová vazba. Tato struktura se označuje jako páteř polynukleotidu, tzv. 
cukrfosfátová kostra. V roce 1953 pánové Watson a Crick vyřešili strukturu DNA. 
Vycházeli z faktů, že poměr bází není nahodilý, ale vykazuje několik zákonitostí:   
Celkový obsah purinových nukleosidů se rovná celkovému obsahu pyrimidinových 
nukleosidů (A + G) = (T + C).  
Celkový obsah nukleosidů s aminovou funkční skupinou se rovná celkovému obsahu 
nukleosidů s oxoskupinou (A + C) = (G + T). 
Obsah adenosinu se rovná obsahu tymidinu, guanosinu pak cytidinu (A = T; G = C). 
Nativní, šetrně izolovaná DNA se v roztoku hydrodynamicky chová jako neohebné 
vlákno, které změnou podmínek mění nejen optické, ale i hydrodynamické vlastnosti [3]. 
 
Podle Watsonova a Crickova modelu párování bazí se spolu váží adenin s thyminem 
pomocí dvou vodíkových vazeb a cytosin se spojuje s guaninem třemi vodíkovými 
vazbami. Nezaměnitelnost bazí v jednotlivých vláknech vede ke komplementaritě 
vláken, která se mohou spojit jen tehdy, je-li ve sledu nukleosidů jednoho vlákna ve 
sledu nukleotidů druhého vlákna [3]. Spojením dvou komplementárních řetězců, které 
jsou vůči sobě antiplanární, vzniká dvoušroubovice DNA (helix). Dvoušroubovice DNA 
vykazuje kyselý charakter. V celkové dvoušroubovici je nízký bazický charakter bazí 
převážen anionty z kyseliny fosforečné. 
 
Dvoušroubovice se vyskytuje v určitých geometrických formách. Nejdůležitější 
z nich jsou formy A, B a Z. Pentózové řetězce jsou na vnější straně. Báze jsou situovány 
uvnitř dvoušroubovice, kde jsou chráněny před stykem s vodou. Ve vodném roztoku je 
nejstabilnější B-forma (při relativní vlhkosti nad 95 %). Oba žlábky jsou přibližně stejně 
hluboké, menší žlábek je užší než velký žlábek. A-forma je stabilní při relat. vlhkosti 
menší než 75 %. Dvojice bazí jsou odkloněny asi o 20° od kolmé polohy k ose 
dvoušroubovice. Velký žlábek je hlubší než u B-formy, malý je mělčí. Obě formy jsou 
pravotočivé. Konformace Z je levotočivá a tvoří se v závislosti na sekvenci bazí, při 
vysoké koncentraci solí a etanolu[3].      
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Obr. č.8: Obecné vlastnosti dvoušroubovice DNA a komplementarita bazí. 
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2.4 Mechanismus působení cisplatiny 
 
Aby bylo možné připravit nová cytostatika s nízkou toxicitou a širokým spektrem 
léčitelných nádorů, bylo potřeba pochopit mechanismus působení cisplatiny a najít 
cílové místo v buňce. Cílové místo lze definovat jako místo v buňce, které je působením 
léčiva pozměněno. Modifikace takového místa vede k buněčné smrti. Z mnohých 
experimentů je potvrzeno, že tímto cílovým místem je DNA.  
Cisplatina se pacientům podává intravenózně v roztoku obsahujícím chloridové 
ionty. Ještě než se cisplatina naváže na DNA, musí dojít k odstoupení chloridových 
ligandů, následné hydrolýze komplexu, která umožňuje vazbu na DNA. Po výměně 
chloridových iontů vznikají mono- a diaqua sloučeniny, které jsou přitahovány 
k záporně nabité DNA. Výsledkem je změna konformace nukleové kyseliny a distorze. 
Tyto změny se projeví v mechanismu buněčného aparátu a ovlivňují jeho funkčnost.  
Cisplatina se váže na báze DNA koordinační vazbou a vytváří různé typy 
kovalentních můstků. Tím je dána její schopnost usmrcovat rakovinové buňky. 
 
 
2.4.1 Adukty cisplatiny 
Využitím NMR spektroskopie bylo prokázáno, že platina tvoří kovalentní vazbu s N7 
guaninu a byly tak identifikovány adukty cisplatiny. Reakce cisplatiny s DNA probíhá ve 
dvou stupních. Nejprve se cisplatina naváže monofunkčně a poté se tato vazba postupně 
přemění na bifunkční [8]. Enzymatickým štěpením modifikované DNA bylo prokázáno, 
že cisplatina vytváří bifunkční adukty s guaninovým, případně adeninovým zbytkem 
(1,2-GpG; 1,2-ApG) (obr.č. 9). Tyto vnitrořetězcové vazby (intrastrand cross-links; IAC) 
představují 90% všech lézí [24]. Dochází k lokálnímu odvinutí helixu o 9 – 11° a ohybu 
osy helixu o přibližně 35° směrem k velkému žlábku. V menší míře se tvoří adukty 1,3-
(GpNpG) IAC (obr. 3c) mezi dvěma guaniny na jednom řetězci. N znázorňuje jednu ze tří 
zbývajících bazí (N= A, T, C). 1,3 IAC ohýbá osu helixu přibližně o 30° směrem k velkému 
žlábku a způsobuje lokální odvinutí DNA o přibližně 19°. Vazba mezi dvěma guaniny 
v komplementárních řetězcích se označuje jako 1,2-GG interstrand cross-link (IEC). 
Meziřetězcový můstek způsobuje ohyb osy helixu o 20 - 40° směrem k malému žlábku a 
dochází také k odvinutí helixu o 76 – 80° [7]. Monofunkční adukty tvoří jen nepatrnou 
část vazby cisplatiny k DNA. Vzniklá deformace ruší „stacking“ interakce ve 
dvoušroubovici DNA a činí báze mnohem přístupnějšími. Monofunkční adukt ohýbá DNA 
o ~ 6° [7]. Výše popsané adukty jsou znázorněny na obr. č. 9. 
Bifunkční adukty jsou významné z hlediska protinádorové aktivity. 
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Obr. č. 9: Schematické znázornění bifunkčních aduktů vytvářených cisplatinou [27]. 
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2.4.2 Opravné mechanismy DNA 
Účinnost opravných mechanismů hraje významnou roli v odezvě buněk na působení 
cisplatiny. Na odstraňování aduktů se podílí především excisní reparační mechanismus, 
ale také „mismatch“ opravný mechanismus i další typy opravných mechanismů, jako je 
homologní rekombinační oprava (RR), či translézové syntézy (TLS), které mohou mít 
vliv na cytotoxicitu aduktů cisplatiny [10]. 
 
 
2.4.2.1 Excisní nukleotidová oprava (NER) 
NER je hlavní obranný mechanismus buňky proti toxickým účinkům cisplatiny a 
také jeden z hlavních faktorů ovlivňujících, zda bude buňka rezistentní k působení této 
látky [11].  
Tímto mechanismem dochází k odstranění lézí narušujících strukturu 
dvoušroubovice DNA. Jestliže nejsou léze odstraněny, mohou způsobit mutace DNA nebo 
buněčnou smrt. 
Bylo zjištěno, že NERem jsou opravovány vnitrořetězcové můstky cisplatiny. Jedním 
z důležitých proteinů, rozeznávajících poškození DNA, zapojeným do excisní 
nukleotidové opravy DNA je protein xeroderma pigmentosum ze skupiny C (XPC). XPC 
hraje kritickou roli v iniciaci opravy cisplatinou poškozené DNA zastavením buněčného 
cyklu. Další důležité proteiny v tomto mechanismu jsou XPA a ERCC1 (exciton repair 
cross complementing group 1) [11]. K excizi místa poškození jsou zapojeny ještě další tři 
proteiny – RPA, TFIIH a XPF. XPA je důležitý pro interakci mezi proteiny zapojenými do 
NERu. Replikační protein A (RPA) stabilizuje částečně otevřenou dvoušroubovici DNA 
v místě poškození [19]. 
Excisní nukleotidová oprava je rozdělena do několika kroků. Nejprve dojde 
k rozpoznání poškození na DNA komplexem XPC. Multiproteinový komplex se naváže na 
poškozené místo a pomocí transkripčního faktoru TFIIH dojde k denaturaci 
dvoušroubovice DNA v místě poškození. 
V dalším kroku se odstraní vyštěpený oligonukleotid obsahující poškozené místo 
pomocí exonukleázy XPG (3´incize) a XPF-ERCC1 (5´incize). Vzniklá mezera je 
dosyntetizována pomocí DNA polymerázy a replikačních faktorů RPA. Posledním 
krokem je ligace nově nasyntetizované DNA.  
 In vitro studiemi bylo zjištěno, že 1,2 (GpG) IAC a 1,3 (GpNpG) IAC cisplatiny jsou 
účinně opravovány [20], ale doposud nebyla zjištěna žádná reparační aktivita pro 
meziřetězcový můstek. 
Adukty transplatiny jsou opravovány mnohem účinněji než adukty cisplatiny a to 
může být vysvětlením, proč je transplatina neúčinná v nádorové terapii [21]. 
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Obr. č.10: Schéma znázorňující odstranění aduktu cisplatiny mechanismem excizní 
nukleotidové opravy. 
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2.4.2.2 Oprava chybného párování – mismatch repair (MMR) 
Primární rolí MMR je oprava chyb vzniklých při replikaci DNA, potlačení 
rekombinace, interakcí s jinými DNA opravnými systémy, regulace kontrolního místa 
v buněčném cyklu a apoptóza [22]. 
Význam MMR spočívá v udržení integrity genomu, proto defekty v MMR často vedou 
ke vzniku nádorů. Během replikace může dojít k začlenění chybného nukleotidu 
v komplementárním místě k aduktu cisplatiny. Chybná sekvence v dceřinném řetězci je 
odstraněna a vzniklá mezera je dosyntetizována. Řetězec s platinovým aduktem zůstává 
neopraven. Polymeráza může včlenit během opravy dceřiného řetězce další chybný 
nukleotid. Tím je znovu zahájena oprava mechanismem MMR, tento proces se neustále 
opakuje, takže vede k zacyklení celého procesu a následkem je spuštění apoptózy [24]. 
Nedávné pozorování podpořilo názor, že MMR zprostředkovává cytotoxicitu 
cisplatiny v nádorových buňkách. Nefunkčnost těchto typů opravy DNA může být 
důsledkem rezistence nebo tolerance nádorových buněk k cisplatině. 
Vazba komplexu MMR na DNA adukty cisplatiny zvyšuje cytotoxicitu aduktů 
aktivováním signální dráhy, která vede k apoptóze nebo způsobuje zacyklení během 
translézové syntézy. 
Je zajímavé, že MMR může spolupracovat na kontrole senzitivity k cytotoxickému 
efektu cisplatiny a limitovat její mutagenní potenciál v rakovinových buňkách tlustého 
střeva s nádorovým supresorovým proteinem p53 [10]. 
 
 
2.4.3 HMG proteiny 
HMG proteiny jsou nehistonové chromozomální proteiny, nacházející se ve značném 
množství v jádrech eukaryontních buněk. Váží se na DNA v malém žlábku za jejího 
současného rozvíjení. Mají také schopnost ohýbat lineární DNA.  
Podle počtu domén, podle sekvence, kterou rozpoznávají, lze HMG proteiny rozdělit 
do dvou skupin. První skupina obsahuje proteiny, které mají dvě nebo více domén, 
např.HMG1, HMG2, UBF a mTFA (mitochondriální transkripční faktor). Tyto proteiny 
rozpoznávají DNA s malou sekvenční specifitou. 
Do druhé skupiny se řadí proteiny s jednou doménou a vysokou sekvenční 
specifitou jako jsou faktory LEF-1 (lymphoid enhancer binding factor 1) a SRY (sex 
determing factor) [14]. 
 
Jsou známy dvě možnosti působení HMG proteinů. Předpokládá se, že HMG proteiny 
se silně váží k aduktům DNA a cisplatiny a brání tak jejich odstranění opravnými 
mechanismy buňky. Přetrvávající adukt pak zabraňuje replikaci DNA, vzrůstá jeho 
cytotoxicita. 
Druhou možností je, že se HMG proteiny váží s podobnou afinitou ke svým 
přirozeným vazebným místům i k cisplatinovým aduktům. Vazbou k aduktům může být 
proto protein vyčerpán z prostředí a neplní funkci v regulaci transkripce (obr. 11).  
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Obr. č.11: Schéma působení proteinů s HMG doménou při protinádorovém působení 
cisplatiny. 
 
 
2.4.4 Nádorový supresor p53 
Jedním z hlavních způsobů regulace přežití buněk po poškození DNA je dráha p53. 
Protein p53 je jaderný fosfoprotein, který hraje významnou roli při řízení buněčného 
cyklu a je také spojován s tvorbou nádorů [10]. Je indukován buněčným stresem, díky 
němuž dojde, na základě poškození genetické informace, k zastavení buněčného cyklu 
v G1 fázi a tím se spouští procesy řídící opravu DNA a přežití buňky, nebo se zahájí 
proces programované smrti buňky – apoptózy, čímž brání dělení buněk obsahujících 
poškozenou DNA a tím také brání vzniku nádorů. 
Jaderný protein p53 má v buňce funkci transkripčního faktoru aktivujícího geny 
podílející se na řízení řady buněčných procesů (řízení diferenciace buněk, regulace 
transkripce a reparace DNA, indukce apoptózy, inhibice abiogeneze, nebo udržování 
stability genomu). 
Regulace buněčného cyklu probíhá prostřednictvím specifických aktivačních 
proteinů, tzv. cyklinů a s nimi spojených enzymů – cyklindependentní kinázy (CDKs). Ty 
jsou řízeny jiným proteinem – p21, jehož exprese je řízena proteinem p53. Protein p53 
se váže ke specifickým sekvencím DNA, tzv. konsenzuálním sekvencím. 
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2.5 Apoptóza 
 
Apoptóza neboli programovaná smrt buňky je přirozeným jevem postihujícím 
buňky. Má velký význam během embryonálního vývoje, při metamorfóze nebo při 
rakovinovém zvrhnutí buněk. 
Indukce apoptózy patří mezi jeden z mechanismů cytotoxicity platinových 
komplexů [36]. 
Apoptóza odstraňuje škodlivé buňky z organismu (například buňky napadené 
virem, nebo buňky s mutací DNA). Apoptóza se spustí, právě když buňka ztratí kontakt 
s prostředím, či je nevratně poškozena. 
Hlavní roli při apoptóze hrají mitochondrie. Poškození mitochondriální membrány 
vede k uvolnění aktivátorů proteáz (uvolnění cytochromu c do cytoplazmy). Rychlost 
růstu tkání je dána počtem dělení buněk a rychlostí smrti buněk. Při homeostazi jsou 
oba děje v rovnováze. Pokud je však buňka zasažena nádorem, rovnováha se posune 
směrem k dělení buněk. 
Pokud nejsou adukty cisplatiny vytvořené na DNA opraveny, aktivuje se protein 
p53, jenž dává signál k apoptóze. Bylo zjištěno, že v buňce cisplatina aktivuje apoptickou 
dráhu u buněk z nádoru vaječníku citlivých na cisplatinu neaktivuje [18]. 
 
 
2.6 Rezistence 
 
Omezení účinku cisplatiny při léčbě rakoviny je vznik rezistence nádorové tkáně 
vůči cisplatině. Některé tkáně jsou už vrozeně resistentní vůči cisplatině, jiné tkáně ji 
mohou časem získat. Samotný mechanismus rezistence není ještě úplně objasněn, ale je 
známo několik faktorů přispívajících k jejímu vzniku. Jedním z faktorů může být změna 
vlastností cytoplazmatické membrány a ta způsobí omezení transportu cisplatiny do 
buňky [16]. Intracelulární sulfhydrilové peptidy (př. glutation, metalothioneiny) svojí 
zvýšující se koncentrací během léčby mohou omezovat tvorbu aduktů sníženou 
akumulaci cisplatiny a její inaktivaci. K resistenci také přispívá zvýšená oprava aduktů 
tvořených cisplatinou na DNA a zvýšená tolerance k poškození DNA právě těmito 
adukty.  
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2.7 Polymerázy 
 
Klíčovou roli při replikaci DNA mají enzymy (DNA polymerázy).  
Rozlišují se DNA dependentní DNA polymerázy a DNA dependentní RNA 
polymerázy. Zkráceně se však používají názvy RNA polymerázy a DNA polymerázy. 
Všechny DNA polymerázy katalyzují polymerizaci ve směru 5´ 3´ a to vždy od 
krátkého oligonukleotidu, od jehož 3´-konce syntézu zahájí, nebo zlomu v DNA, kterým 
se vytvoří volný 3´-konec [4]. Vzhledem k tomu, že polymerázová aktivita je pouze ve 
směru od 5' konce k 3' konci - může tímto směrem probíhat replikace pouze na jednom 
vlákně. Na tomto vláknu probíhá replikace kontinuálně a označujeme je jako vedoucí 
řetězec. Na druhém řetězci je situace složitější. Replikace zde probíhá proti směru 
rozplétání dvoušroubovice a to diskontinuálně po menších úsecích. Tyto části se 
nazývají Okazakiho fragmenty a celý řetěz nazýváme opožďující se řetězec. Takto 
vzniklé fragmenty napojí k sobě do jednolitého vlákna enzym DNA ligáza [5]. DNA 
polymeráza katalyzuje nejen syntézu DNA, ale má i opravnou funkci tzv. korektura 
(proofreading). Ve směru 3´ 5´ by polymeráza nemohla mít opravnou funkci, to z toho 
důvodu, že pokud by odstranila nesprávně spárovaný nukleotid, vznikl by 5´konec, který 
nelze dále nastavovat.  Proto může mít jen 5´ 3´ polymerázovou aktivitu, aby fungovala 
jako samoupravující se enzym [9]. 
 
 DNA-polymeráza I – (označována jako Kornbergův enzym) je sestavena z jednoho 
globálně poskládaného polypeptididového řetězce. Katalyzuje replikaci v mezerách, 
které zůstaly mezi Okazakiho fragmenty a odstraňuje RNA-primery 5´-exonukleázovou 
aktivitou. 
 DNA-polymeráza II – spolu s DNA-polymerázou I působí při opravných 
mechanismech. 
 DNA-polymeráza III – oligomerní protein sestávající z několika různých 
monomerů lišících se v primární struktuře. V prokaryontní buňce působí jako hlavní 
aplikační enzym. 
  
RNA polymerázy jsou enzymy, které přepisují DNA do RNA. Ačkoliv RNA-
polymerázy katalyzují v podstatě stejnou chemickou reakci jako DNA-polymerázy, jsou 
zde odlišnosti. RNA-polymerázy katalyzují spojení ribonukleotidů místo 
deoxyribonukleotidů, postrádají korektorskou schopnost, tím pádem před přidáním 
dalšího nukleotidu do řetězce RNA nekontroluje, zda se předcházející nukleotid správně 
páruje, a proto může RNA-polymeráza začít syntetizovat nový RNA řetězec bez potřeby 
primeru[9]. 
RNA-polymeráza II – je zodpovědná za transkripci mnohých eukaryontních genů. Je 
jedna z proteinů, která se střetává s platinovou lézí v relativně brzkém stádiu procesu 
odpovědi na poškození DNA. Téměř 25 % tohoto enzymu neustále transkribuje 
buněčnou DNA. 
T7 RNA polymeráza – je izolována z T7 bakteriofága. V biotechnologických 
aplikacích se běžně používá k transkripci DNA, která byla klonována do vektorů. T7 RNA 
polymeráza má velmi malou chybovost. 
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2.8 Enzymy štěpící nukleové kyseliny 
 
2.8.1 Restrikční endonukleázy 
Restrikční endonukleázy neboli restriktázy jsou enzymy, které jsou schopny štěpit 
dvoušroubovici DNA v určitých specifických sekvencích. Jsou to nukleázy, které štěpí 
vnitřní vazby. Tyto molekulární nůžky byly objeveny v bakteriích, kde slouží jako 
ochrana před cizorodou DNA (především DNA bakteriofágů). V dnešní době je známo 
více než 2500 restriktáz rozpoznávajících asi 200 různých sekvencí. Rozeznáváme 
restriktázy I., II. a III.druhu. 
Enzymy typu I a III provádí modifikace a ATP-dependentní restrikční štěpení na 
stejném proteinu. Enzymy III. druhu štěpí DNA v místě štěpení a poté disociují ze 
substrátu [23]. 
Restrikční aktivita katalyzuje štěpení cizorodé DNA, která není tímto způsobem v 
příslušných sekvencích modifikována. Cílová místa, která jsou těmito enzymy štěpena, 
se liší nukleotidovou sekvencí i její délkou podle druhu enzymu. Cílové sekvence jsou 
často palindromatické, mají stejné pořadí nukleotidů čtené ve směru od 5' konce na 
obou dvou vláknech DNA [9]. Volbou restrikční endonukleázy lze ovlivnit délku 
vznikajících úseků DNA a naštěpit tak DNA na definované délky. 
 
Příklady některých restrikáz a jejich rozpoznávací sekvence: 
 
Enzymy jako jsou HaeIII, AluI nebo EcoRV a Hpa I, štěpí oba řetězce proti sobě. 
Výsledné molekuly mají zarovnané, neboli tupé konce.  
 
EcoRV (E. coli kmen, který nese gen EcoRV z plazmidu J62 pLG74) 
 
 
Hpa I (z Haemophilus parainfluenzae) 
 
 
U EcoRI, SacI dochází ke štěpení mezi nukleotidy, které neleží proti sobě a tak 
vznikají na jednom z řetězců přesahující jednovláknové úseky (tzv. kohézní, lepivé 
konce). 
 
EcoRI (E. coli RY13)   
 
 
SacI (z Streptomyces achromogenes) 
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Osa symetrie
5´- G - A - A - T - T - C - 3´
3´- C - T - T - A - A - G - 5´
5´- G - A - T - A - T - C - 3´
3´- C - T - A - T - A - G - 5´
Místo štěpení
Místo štěpení
Místo štěpení
Místo štěpení
a) Eco RI b) Eco RV
 
 
Obr. č.12: Porovnání dvou endonukleáz štěpících s přečnívajícími konci a tupými konci 
[28]. 
 
 
Různé restrikční endonukleázy mají různá rozpoznávací tzv. rekognační místa. 
Existují však také některé sekvence, které jsou štěpeny více enzymy. Enzymy, jejichž 
cílové sekvence jsou totožné, se nazývají izoschizomery. 
Restrikční endonukleázy našly uplatnění v molekulární biologii a genovém 
inženýrství, kde jsou hojně využívány. Pro správné použití restrikčních enzymů je 
důležité řídit se pokyny výrobce, který spolu s dodávaným enzymem doporučuje vhodný 
pufr, zaručující maximální aktivitu enzymu, optimální teplotu použití, teplotu 
skladování, stabilitu, citlivost k metylacím. Všechny restrikční enzymy vyžadují Mg2+ 
jako kofaktor a většina enzymových funkcí pracuje v pufru s pH v oblasti 7,2 – 7,6. 
Optimální teplota pro většinu digescí je 37 °C. 
 
 
2.8.2 T4- polynukleotid kináza 
Pochází z fága T4 Escherichia coli. Katalyzuje přenos fosfátu na 5´konec molekuly 
dsDNA i ssDNA nebo RNA. Ke své funkci potřebuje ATP. Využívá se při radioaktivním 
značení oligonukleotidů.. 
 
 
 
 
Obr. č. 13: Ukázka činnosti T4-polynukleotid kinázy. 
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2.8.3 T4 DNA ligáza 
Zdrojem je opět fág T4 z E. coli. Tento enzym katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby 
mezi 5´fosfátovou skupinou a 3´hydroxylovou skupinou sousedního nukleotidu. Využívá 
se k připojování tzv. linkerů nebo spojování kohézních konců DNA. 
 
 
2.9 Sekvencování – replikační mapování 
 
Cílem sekvencování je stanovení primární struktury DNA (sekvence nukleotidů). 
Bylo vyvinuto několik technik. Nejčastěji se používají dvě metody - chemické 
sekvencování DNA podle Maxam-Gilberta a enzymatické sekvencování DNA, tzv. 
Sangerovo sekvencování. 
 
 
2.9.1 Chemické sekvencování 
V roce 1976-1977 Allan Maxam a Walter Gilbert vyvinuli DNA sekvenční metodu 
založenou na chemické modifikaci DNA a následném štěpení na specifických bázích. 
Maxam-Gilbertovo sekvencování se stalo rychle populární, z toho důvodu, že 
purifikovaná DNA mohla být přímo používána, zatímco Sangerova metoda vyžaduje, aby 
každé čtecí místo bylo klonováno pro produkci ssDNA [5]. 
 
Tato metoda vyžaduje radioaktivní značení jednořetězcových fragmentů DNA, 
jejichž sekvenci stanovujeme. Působení chemické látky na vzorek, která specificky 
modifikuje určitou bázi. Dalším krokem je působení jiné chemické látky, která štěpí DNA 
ve všech místech, kde byly báze modifikovány. Následně se provede elektroforetická 
separace, umožňující dělení fragmentů lišících se délkou o jednu bázi. 
 
Pro hybridizaci se používají buď dvouvláknové DNA-sondy, nebo jednovláknové 
RNA-sondy. Jako sondu označujeme molekulu nukleové kyseliny, kterou použijeme k 
vyhledání určité sekvence ve vzorku testované DNA nebo RNA. Využíváme při tom 
schopnosti jednovláknových molekul nukleových kyselin tvořit hybridní molekuly, 
pokud obsahují komplementární sekvence. Sondu lze připravit tak, aby měla námi 
zvolenou sekvenci. Sondami se tedy vyšetřuje přítomnost určité konkrétní sekvence ve 
vzorku nukleových kyselin [5].  
 
Chemická sonda DMS byla použita na ověření modifikace studovanými komplexy 
oligonukleotidů s GG sekvencí. 
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Obr. č.14: Chemická metoda sekvencování DNA. 
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III CÍL PRÁCE 
 
Cílem práce bylo seznámit se s problematikou protinádorové terapie na bázi 
sloučenin těžkých kovů, která je zpracována v teoretické části. 
Hlavním cílem experimentální práce byla příprava konstruktu DNA vhodného ke 
studiu katalytické aktivity RNA polymeráz, jeho modifikace vybranými komplexy platiny 
a analýza inhibice transkripce bakteriální a lidské RNA polymerázy na těchto 
připravených konstruktech i globálně modifikované DNA. 
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IV EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  
4.1 Materiál a metody 
 
4.1.1 Použité chemikálie 
Všechny použité chemikálie byly p. a. čistoty. Při experimentech byla použita vysoce 
čistá,  deionizovaná voda (přístroj Millipore).  
 
Komplexy laskavě poskytl prof. RNDr. Zdeněk Trávníček, Ph.D. z univerzity 
Palackého v Olomouci. 
Restrikční endonukleázy, DNA polymerázy, ligázy a příslušné pufry byly od New 
England Biolabs.  
Močovina byla od Sigma Aldrin, agaróza byla od Serva Biotech, Sephadex od 
Amersham Biosciences  
Radioaktivní izotopy dodává firma MGP Zlín.  
Cisplatina byla získána od Sigma Aldrich (koncentrace zásobního roztoku 
c = 5,42∙10-4 M). 
Vektor pCI-neo byl od Promega Corp., vektor pCI-neo-G-less-T7 byl připraven na 
pracovišti BFÚ AV ČR dle publikací [25, 26]. 
 
Použité oligomery: 
Sekvence 15-meru pro modifikaci komplexy:  
5´-CTCTCTGGTCTCTC-3´ 
Sekvence 40-meru:  
5´-GAG AGG ATA CTC AGG TGG AAT CAA CCC ACA GCT GAC AGG G-3´ 
Sekvence 84-meru s biotinem: 
5´-TTT TTT TTT CCA ACA AGA TGT ATT GGA TAT CCC AAC TGG CCA AGA CCT GCC 
CTG TCA GCT TGT GGT TGA TTC CAC CTG AGT ATC-3´ 
Sekvence 94-meru: 
5´-TTG CGA GAG AAC CAG AGA GGA TAC TCA GGT GGA ATC AAC CCA CAG CTG ACA 
GGG CAG GTC TTG GCC AGT TGG GAT ATC CAA TAC ATC TTG-3´ 
Bgl II primer TOP s biotinem:  
5´-TTC TCG ACA GAT CTT CAA TAT TGG-3´ 
BbsI primer BOT:  
5´-TCA GAA ACG CAA GAG TCT TCT CT -3´ 
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4.1.2 Použité roztoky 
HPLC:  
roztok A: 10 mM Tris-Cl (pH 7,4), 50 mM NaCl 
roztok B:  10 mM Tris-Cl (pH 7,4), 1 M NaCl 
 
Elektroforéza: 
1x TBE (Tris – borátový pufr):  0,1 M Tris 
      0,1 M H3BO3 
      2 mM EDTA (pH 8) 
 
1x TAE (Tris – acetátový) pufr: 0,04 M Tris – acetát 
      1 mM EDTA  
 
Použité kity na transkripce: 
1. HeLa Nuclear Extract In Vitro Transcription System (Promega Corp.) (HeLa kit) 
(HNE 1x Trans. pufr: 20 mM HEPES, 100 mM KCl, 0,2 mM DTT, 20 % glycerol; Stop 
Solution: 0,3 M Tris-HCl, 0,3 M octan sodný, 0,5 % SDS, 2 mM EDTA, 3 μg/ml tRNA; 
320 u HeLa Nuclear Extract,; 50 mM MgCl2, NTP mix, [α-32]UTP). 
 
Součástí kitu je jaderný extrakt z HeLa buněk, který obsahuje i RNA polymerázu II. 
 
2. Riboprobe Combination System- SP6/T7 (Promega Corp.) (T7 kit) 
(10mM DTT, 5x transkripční pufr: 200 mM Tris-HCl, 30 mM MgCl2, 10 mM 
spermidin, 50 mM NaCl; 10 mM ATP, 10 mM GTP, 10 mM CTP, 10 mM UTP, 
T7 RNA pol, RNAsin). 
 
 
Elektroforéza: 
1. Horizontální gelová elektroforéza 
O´GeneRuler 1kb DNA LAdder Plus, ready to use (Fermentas) 
LB pufr: 10 mM Tris-HCl (pH 7,6), 0,15 % orange G, 0,03% xylene cyanol FF, 60 % 
glycerol, 60mM EDTA. 
 
2. Vertikální gelová elektroforéza 
phiX174 DNA/HinfI Dephosphorylated Markers (Promega Corp.) 
 
Chemické sondy: 
DMS pufr: 50 mM kakodylát sodný pH 7,0; 1 mM EDTA pH 8,0. 
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4.1.3 Metody 
4.1.3.1 Elektronová absorpční spektrofotometrie (EAS) 
K měření absorpčních spekter se využíval UV-VIS spektrofotometr Beckman DU-
7400. Touto optickou metodou se stanovuje absorbance, která je podle Lambert-
Beerova zákona přímo úměrná koncentraci stanovované látky [13].  
 
A = ε∙c∙l 
 
kde:  A - absorbance je záporný dekadický logaritmus transmitance T = I0/I, I0/I je 
poměr intenzit prošlého a vstupujícího paprsku, ε je molární absorpční koeficient při 
dané vlnové délce, c je koncentrace stanovované látky, l je délka kyvety (1 cm). 
 
Každá látka má své charakteristické spektrum. A tedy podle absorpčního maxima 
jsme schopni kvantitativně určit množství látky při dané vlnové délce. 
 
Pro výpočty koncentrací byl proveden odečet absorbancí A260 – A350. Koncentrace 
byla vypočítána z molárního absorpčního koeficientu nebo použitím vztahu 330 μg/ml 
= 1∙10-3M DNA na nukleotid. Poměr A260 /A280 udává čistotu DNA. Pokud je poměr 
A260 /A280 < 1,8, je vzorek kontaminován proteiny. Pokud A260 /A280 > 2, je ve vzorku 
přítomna RNA. 
 
 
 
Graf č.1: Charakteristické absorpční spektrum pro DNA. Absorpční maximum se nachází 
v UV oblasti při vlnové délce 260 nm. 
 
 
4.1.3.2 Atomová absorpční spektrometrie (AAS) 
Atomová absorpční spektroskopie je využívaná v širokém spektru odvětví, neboť 
umožňuje jednoduše, levně a rychle určit množství určitého prvku ve vzorku. Atomy 
různých prvků pohlcují různé vlnové délky světla a to úměrně množství, ve kterém jsou 
zastoupeny. Využití techniky bezplamenné atomizace přináší zvýšení citlivosti stanovení 
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až o několik řádů oproti plameni. Jako atomizátor slouží grafitová kyveta, která je 
elektricky žhavena a proplachována inertním plynem.  
 
Vzorek se dávkuje ve formě roztoku pomocí mikropipety automatického dávkovače 
přímo na vnitřní stěnu grafitové kyvety nebo na speciální grafitovou destičku - 
platformu. Dávkované množství vzorku se obvykle pohybuje v rozsahu objemů 5 – 50 μl, 
pro dosažení extrémních citlivostí lze pak provést opakované dávkování vzorku tak, že 
se nadávkovaný vzorek opatrně odpaří při teplotách kolem 100°C a po ochlazení kyvety 
se dávkování opakuje, možno i několikanásobně. Moderní dávkovače jsou konstruovány 
tak, aby celý proces dávkování byl plně řízen počítačem a umožňují analýzu několika 
desítek vzorků bez zásahu obsluhy, včetně nakalibrování příslušné metody.  
Zdrojem záření je výbojka s dutou katodou. Katoda výbojky je tvořena kovem, který 
chceme stanovovat. Touto metodou byla stanovována koncentrace platinových 
komplexů na přístroji Varian AA240Z (Zeeman Atomic Absorption Spectrometer) s 
Graphite Tube Atomizer 120  a grafitovou kyvetou. 
 
 
4.1.3.3 Kapalinová chromatografie (HPLC) 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie je separační metoda založená na separaci 
látek na základě jejich distribuce mezi stacionární (SF) a mobilní fázi (MF). Přechodem 
analytu z mobilní do stacionární fáze se ustavuje rovnovážný stav. Distribuci mezi obě 
fáze popisuje distribuční konstanta KD. Je to poměr rovnovážné koncentrace v SF a MF. 
Na základě rozdílné velikosti KD jsou některé analyty na koloně zadržovány více, jiné 
méně. To se projeví rozdílem v retenci. Chromatografie může být jak preparativní, tak 
analytická.  
 Tato metoda byla využita k izolaci platinových aduktů. Separace byla prováděna 
na přístroji Waters 626 LC System s MonoQ HR 5/50 GL kolonou, 2487 UV detektorem a 
Waters 262 pumpou. 
 
 
4.1.3.4 Gelová elektroforéza 
Elektroforéza je elektromigrační metoda využívající rozdílů v elektrickém náboji 
k rozseparování molekul ze směsi. Molekuly DNA nesou díky fosfátovým skupinám 
spojujícím jednotlivé deoxyribonukleotidy negativní náboje a v elektrickém poli migrují 
směrem ke kladně nabité elektrodě. Rychlost migrace molekuly závisí na tvaru molekuly 
a jejím poměru náboje k hmotě. Delší úseky se pohybují pomaleji, protože obtížněji 
procházejí póry v gelu.  
V praxi se elektroforéza nejčastěji provádí na agarózovém nebo polyakrylamidovém 
gelu. Velikost molekul DNA, které mohou být separovány, je dána složením gelu [5]. 
Polyakrylamidové gely se používají pro separaci bílkovin a oligonukleotidů.  
34 
K analýze prováděných experimentů se používala vertikální elektroforéza na 
denaturačním nebo nativním 6 %, 8 % a 20 % polyakrylamidovém gelu. K přípravě gelů 
bylo využito 40 % zásobního roztoku akrylamidu a 100 g/ 200 ml močoviny (na 
výslednou koncentraci 8 M), APS (peroxysíran amonný, 25 % roztok) a TEMED 
(tetramethylethylendiamin) pro zahájení polymerace. Elektrolytem je 1 x TBE pufr. DNA 
je v gelu značená pomocí radioizotopu 32P (β-zářič). Gel se nechá exponovat na speciální 
folii (IMAGING PLATE FUJIFILM BAS-MS), která je vizualizovaná pomocí zařízení 
Fujifilm BAS–2500 v programu Image reader BAS-2500. Denzitometrické vyhodnocení 
bylo provedeno v programu Aida Image Analyzer. 
Pro delší fragmenty DNA byla použita horizontální elektroforéza na nativním 
agarózovém gelu s ethidium bromidem. Na přípravu 1 % gelu se naváží 0,5 g agarózy a 
doplní se 1 x TAE pufrem. Po rozvaření v mikrovlnné troubě a ochlazení se do gelu na 
vizualizaci přidá 10000 x zředěný roztok ethidium bromidu (10 mg/ml). 
Elektroforéza probíhá v elektroforetickém tanku, který obsahuje stejný pufr jaký je 
použit na přípravu gelu. Vizualizace vzorku se provádí na UV transiluminátoru 
Integrated Separation System (Enprotecg). Gel byl fotografován fotoaparátem Canon 
Power Shot A 620. 
 
 
 
4.1.3.5 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 
Pomocí této techniky lze rychle a vysoce selektivně nakumulovat konkrétní 
nukleotidovou sekvenci v jakékoli DNA in vitro. Metodu objevil v roce 1985 Kary Mullis. 
Pro nakumulování určitého úseku DNA postačuje znalost nukleotidových sekvencí, mezi 
nimiž se žádaný fragment nalézá. Metoda využívá DNA-polymerázy pro kopírování 
templátové molekuly DNA [9]. Požadovaný úsek nukleotidové sekvence je vymezen 
připojením dvou primerů, které se vážou na protilehlé řetězce DNA tak, že jejich 3´- 
konce směřují proti sobě. Po přidání DNA polymerázy a nukleotidů pak probíhá syntéza 
nových vláken na obou matricových řetězcích protisměrně.  
PCR reakce byla prováděna na zařízení C 1000 thermal celer BIO-RAD. 
 
Použité priméry obsahovaly tuto sekvenci: 
Bgl II  primer TOP s biotinem 5´-TTC TCG ACA GAT CTT CAA TAT TGG-3´ 
BbsI primer BOT 5´-TCA GAA ACG CAA GAG TCT TCT CT -3´ 
 
Reakční směs pro PCR musí obsahovat: 2 oligonukleotidové primery 
komplementární k 3´-koncovým sekvencím obou komplementárních řetězců úseku, jenž 
má být amplifikován, úsek izolované dvouřetězcové DNA, která slouží jako templát, směs 
všech čtyř deoxyribonukleotidtrifosfátů, DNA polymerázu, vhodný pufr obsahující Mg2+ 
ionty a vysoce čistou deionizovanou vodu. 
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PCR probíhala za následujících podmínek:  
 Iniciace denaturace: 3 min při 94°C 
 Opakující se cykly: 
1. denaturace dvouřetězcových molekul DNA (templátu):  0,5 min při 94°C 
2. připojení primerů k odděleným řetězcům DNA: 0,5 min při 50°C  
3. syntéza nových řetězců DNA prostřednictvím DNA polymerázy: 1 min při 
72°C 
 Počet cyklů: 35 
 Závěrečná extenze: 10 min při 72°C. 
 
 
4.1.3.6 Modifikace DNA platinovými komplexy 
Modifikace DNA s cisplatinou probíhala při teplotě 37°C ve tmě po dobu 24 hodin 
podle požadovaného stupně modifikace rb. Zásobní roztok cisplatiny měl koncentraci 
3,4∙10-4 M. Komplex PR-005 při pokojové teplotě ve tmě po dobu 24 hodin. Podmínky 
inkubace komplexů PR-002 a PR-001 byly přizpůsobeny vazebným křivkám. Inkubovalo 
se při pokojové teplotě použitím nadbytku komplexů. Zásobní roztoky komplexů PR-
005, PR-002 a PR-001 o koncentraci 2,5∙10-3 M se uchovávají v  DMF, kvůli jejich špatné 
rozpustnosti ve vodě. 
Po modifikaci byly vzorky přesráženy etanolem. Po srážení se provedlo 
spektrofotometrické měření pro ověření kokncentrace DNA a ověření platinace se 
provedlo na FAAS. Z poměrů koncentrací DNA a platiny se vypočte rb (rb udává počet 
atomů platiny navázaných na jednu bázi DNA). Koncentrace zásobního roztoku DNA je 
3∙10-4 M (pUC19 v 1x TAE pufru). Na inkubaci bylo použito 100-200 ng DNA. 
 
 
4.1.3.7 Linearizace plazmidové DNA 
DNA byla linearizována pomocí restrikčního enzymu HpaI při teplotě 37°C po dobu 
1 hodiny. Linearizace byla ověřena elektroforeticky na agarózovém gelu. 
 
 
4.1.3.8 Radioaktivní značení oligonukleotidů 
Radioaktivní značení se provádí k vizualizaci vzorků v gelu po elektroforéze. 
Využívá se β zářič 32P s poločasem rozpadu 14,28 dní. Byl použit [γ-32P]ATP pro reakci 
na značení oligonukleotidů na 5´koncích fragmentů DNA.  
Reakční směs v objemu 10 μl obsahovala 1-4 μl oligonukleotidu, 1 μl 10 x PNK pufru, 
3 μl ATP (5∙10-5M), 1 μl radioaktivního ATP, 1 μl PNK (T4 polynukleotid kináza), 
neionizovanou vodu do požadovaného objemu. Směs byla inkubována po dobu 30 minut 
při teplotě 37°C. Následovalo odstranění nezreagovaného radioaktivního ATP na 
Sephadexové kolonce.  
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4.1.3.9 Purifikace oligonukleotidů 
Purifikace od nezreagovaného radioaktivního ATP byla provedena na kolonkách 
naplněných Sephadexem G50 (G25). Sephadex se nechal nabobtnat v destilované vodě. 
Kolonky byly připraveny z inzulinové stříkačky tak, že konce byly vyplněny skelnou 
vatou a kolonka byla poté naplněna Sephadexem. 
Takto připravené kolonky byly centrifugovány 4 minuty při 3500 ot. Kolonka byla 
znovu doplněna Sephadexem až po okraj a centrifugována se stejným způsobem. 
Kolonka byla ekvilibrována na objem 100 μl. 
 
 
4.1.3.10 Deproteinace a srážení DNA se vzorky 
Pro odstranění enzymů z roztoků DNA se požívá extrakce fenolem v poměru 1:1. Po 
důkladném protřepání a centrifugaci se odebere horní vodná fáze a extrakce se opakuje 
ještě dvakrát s chloroformem. Odebraná vodné fáze se následně přesráží etanolem. K 
vzorku se přidá 1/10 objemu 3 M octanu sodného a trojnásobek objemu 100% etanolu. 
Nechá se vymrazit na -70°C a poté následuje centrifugace po dobu 30min při 4°C a 
otáčkách 15000. Opatrně se odstraní supernatant a ke sraženině se přidá stejné 
množství 70-80 % etanolu. Centrifuguje se při 15°C po dobu 15 min a 15000 ot. 
Supernatant se znovu odpipetuje a získaná sraženina se vysuší 5-7 min v eksikátoru a 
následně rozpustí v příslušném solventu a v požadovaném objemu.  
 
 
4.1.3.11 Dialýza DNA 
Dialýza byla použita k odsolení vzorků DNA. Dialyzační membrány s potřebnou 
velikostí pórů (12-14000 Mr pro DNA a 6-8000 Mr pro krátkě oligonukleotidy) byly 
povařeny v destilované vodě s nepatrným přídavkem EDTA v mikrovlnné troubě po 
dobu 5 minut. Poté se povaření opakovalo ještě dvakrát (již bez chelatačního činidla) 
s čistou vodou.  
DNA byla dialyzována po dobu nejméně 4 hodin ve vhodném objemu destilované 
vody, která byla každou hodinu vyměňována za čerstvou. 
 
 
4.1.3.12 Ověření platinace pomocí chemické sondy DMS  
 DMS (dimethylsulfát) je jednou z Maxam-Gilbertových chemických sond, které 
využívá v chemických sekvenačních reakcích. Reakcí s DMS se provádí ověření 
modifikace Pt komplexy na N7 guaninu. Následná reakce s horkým piperidinem vede k 
vyštěpení methylovaného nukleotidu přerušením fosfodiesterové vazby. Je-li atom 
platiny kovalentně vázán na pozici N7 guaninu, guanin je tak chráněn před chemickými 
modifikacemi DMS. 
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Oligonukleotid je radioaktivně naznačen na 5´ konci pomocí [γ-32P]ATP a T4 PNK.  
K 5 μl radioaktivně značeného vzorku (oligonukleotidu) se přidají 4 μl nosičové DNA 
(sonikovaná ttDNA), 200 μl DMS. Tato směs se chladí 5 min na ledu. Poté se přidá 1 μl 
dimetylsulfátu a nechá reagovat 6 min při pokojové teplotě. Reakce se ukončí přidáním 
50 μl DMS stop pufru. Následuje srážení etanolem.  
Po srážení a vysušení byl vzorek štěpen horkým piperidinem. V důsledku interakcí 
bází s chemickými sondami dochází k destabilizaci cukerného zbytku a jeho následné 
vyštěpení z cukrfosfátové kostry DNA po interakci s horkým piperidinem. Inkubace 
s 10 % piperidinem probíhala 30 min při 90 C. 
Reakce se vyhodnotí elektroforézou na denaturačním 20 % polyakrylamidovém 
gelu. 
 
 
4.1.3.13 Separace fragmentů nukleových kyselin pomocí paramagnetických částic 
Paramagnetické částice, na jejichž povrchu je zainkorporovaný streptavidin jsou 
ideální pro separaci proteinů a nukleových kyselin. Princip spočívá v tom, že se 
magnetické částice přidají ke vzorku obsahujícím biotinované molekuly. Během krátké 
doby dojde k navázání biotinových molekul na streptavidinem pokrytých částic, které 
jsou přitahovány k magnetu umístěnému na stojánku. 
Samotné částice se před použitím třikrát promyjí ve vázacím a promývacím pufru 
(10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA a 2 M NaCl). K takto promytým částicím se přidá 
biotinovaný vzorek, dobře se promíchá a vloží na magnet na 1-2 minuty. Nebiotinovaný 
materiál je vypipetován. 
 
 
4.1.3.14 In vitro transkripční reakce 
In vitro transkripční reakce byly provedeny použitím komerčně dostupného HeLa 
kitu. Kit obsahoval všechny nezbytné komponenty pro in vitro transkripční reakce na 
CMV promoteru plazmidové DNA. Plazmid byl linearizován pomocí enzymu HpaI a 
inkubován s platinovými komplexy na požadovaný stupeň modifikace. Po modifikaci 
byla DNA vysrážena etanolem, aby se odstranila nenavázaná platina. In vitro transkripce 
byla provedena použitím HeLa nuclear extraktu obsaženém v kitu, podle protokolu 
s malými modifikacemi (použití polovičního objemu reakční směsi při zachování 
účinnosti extraktu). 
100 ng platinovaného nebo neplatinovaného templátu bylo inkubováno s 1x 
transkripčním pufrem doplněným 4 mM MgCl2, 0,4 mM rATP, rCTP, rGTP, 16 μM UTP, 
10 μCi [α-32P]UTP (3000 Ci/mmol), 20U RNAsinem a jaderným extraktem (8 U) na 
konečný objem 25 μl (12,5 μl) při 30°C po dobu 60 min. Reakce byla ukončena přidáním 
175 μl HeLa Extract Stop Solution následované extrakcí fenolem a chloroformem. 
Transkripty byly vysráženy etanolem a pelet byl promyt, vysušen a rozpuštěn v LB 
pufru. Vzorky byly elektroforeticky separovány na 6 % polyakrylamidovém gelu. Gel byl 
následně vyzualizován a radioaktivity kvantitativně vyhodnoceny v místě FLT run off. 
Na gely byly vzorky nanášeny vždy se stejnou radioaktivitou. 
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y
V VÝSLEDKY   
5.1 Příprava konstruktu DNA 
 
Příprava konstruktu byla provedena s modifikacemi publikovaných článků [25,26]. 
Konstrukt se skládá ze 2 připravovaných segmentů. Segment PCR fragmentu a 2. segment 
příprava specifické sekvence DNA s lézí. 
                           
         Bbs I   EcoRV 
5´ 
 
 
 
3´ 
 
 
 
                                                       T7 RNA pol                                                    
                                                                                                                    FLT 316 nt 
                                           RNA pol II 
                                                                                                                     FLT 347 nt 
 
Obr.č.15: Schematické znázornění specificky modifikovaného DNA konstruktu 
připraveného pro studium transkripce ovlivněné přítomností nových platinových 
komplexů. Konstrukt se skládá z T7 promoteru, CMV promoteru a vložené G-less kazety. 
Koncová část je tvořena připojováním zhybridizovaného konstruktu 94- meru, 84-meru a 
15- meru. Pozice platinové léze je znázorněna šipkou. Na obrázku jsou znázorněna místa 
pro syntézu RNA polymerázy a restriktázy, jsou zde také naznačeny délky jednotlivých 
fragmentů, které byly postupně připojovány. Celková délka konstruktu po odštěpení EcoRV 
je 1113 bp. 
 
 
Vektor pCI-neo byl vybrán jako templátová DNA pro studium polymerázové aktivity 
lidské RNA polymerázy II a T7 RNA polymerázy na DNA poškozené komplexy platiny. 
 
Plazmid pCI-neo byl použit jako zdroj promoteru CMV (cytomegalovirus), který 
poskytuje silně rozpoznávané místo pro transkripci lidskou RNA polymerázu II. Celková 
délka plazmidu je 5474 bp. V rozpoznávacím místě pro restriktázu SacI byl vektor 
naštěpen. Do tohoto vektoru byla vložena sekvence obsahující částečně promoter RNA 
pol II, G-less kazetu, promoter T7 RNA pol a místo pro štěpení restriktázou SacII. 
Protože G-less kazeta neobsahuje žádné nukleotidy cytidinu na transkribovaném vlákně, 
potom v nepřítomnosti GTP v reakční směsi může být transkripce iniciována a probíhat 
jen potud, než se v sekvenci objeví první cytidin. 
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  Pol II                                                                            T7 Pol 
   5´ 3´ 
    C GTTTAGTGAA CCGTCAGATC ACT ACTCTCT TCCTCTA TAATACGACT CACTATA GGC CGCGGAAGCT 
TCGAG CAAATCACTT GGCAGTCTAG TGA TGAGAGA AGGAGAT ATTATGCTGA GTGATAT CCG GCGCCT 
3´                                                                                                                                                                                           5´ 
 
Obr.č.16: Schéma vektoru pCI-neo a vložená sekvence 68- meru s rozpoznávací sekvencí 
pro lidskou RNA polymerázu II a bakteriofágovou T7 RNA polymerázu [40]. 
 
 
5.1.1 Příprava 1. segmentu templátu DNA pomocí PCR 
V první části přípravy konstruktu bylo třeba vyrobit fragment, ke kterému byla 
posléze připojena druhá část konstruktu, obsahující platinový komplex. Fragment byl 
připraven metodou polymerázové řetězové reakce. 
Reakční směs obsahovala 10 μl 10x PCR pufru (obsahující 15 mM MgCl2), 6 μl dNTP 
mixu, 0,5 μl priméru TOP (2,3x10-6 M), 0,45 μl priméru BOT (2,3x10-6 M),, 2,5 μl Taq 
DNA polymerázy (5 U), 0,55 μl templátu DNA (12,5x10-3 M), doplnění vodou nukleáza 
free na  celkový objem 100 μl. Na reakci bylo třeba 100 ng templátové DNA. Před 
umístěním do termo cykleru byla ependorfka se směsí celou dobu na ledu a přidávané 
komponenty se vždy jen jemně míchaly pipetou.  
Po ukončení reakce bylo odebráno malé množství fragmentu pro ověření 
nesyntetizované délky na agarózovém gelu. Vizualizace byla provedena na UV 
transiluminátoru. Po ověření byl zbylý vzorek deproteinován a přesrážen. Koncentrace 
byla vypočítána z absorpčních spekter. 
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1. – DNA marker 
2. – fragment PCR 
 
Obr. č.17: 1 % agarózový gel, barvený ethidium bromidem. Vizualizace 
na transluminátoru produktu získaného metodou PCR. Velikost produktu 1050 pb.  
 
 
Tabulka č.2: Výtěžek produktu PCR reakce 
 
V=92 μl 
koncentrace 1,395∙10-6 M 
Výtěžek 88,78 μg 
 
 
Takto získaný fragment bylo třeba upravit, aby neměl zarovnané konce. 20 μg 
tohoto fragmentu bylo naštěpeno restrikčním enzymem BbsI s přídavkem stejného 
fragmentu, radioaktivně značeného, kvůli následné kontrole štěpení. Byl zvolen 
příslušný pufr pro restriktázu. Inkubace probíhala v objemu 50μl při 37°C po dobu 
2 hodin. Inaktivace enzymu trvala 20 minut při 65°C. Ověření štěpení se provedlo na 
magnetických částicích, kdy veškerá aktivita zůstala v roztoku. 
 
 
5.1.2 Modifikace oligonukleotidu studovanými komplexy 
15-mer oligonukleotid s GG sekvencí byl modifikován platinovými komplexy v 
molárním poměru 1:1 (1x10-4 M). Adukty byly separovány pomocí iontovýměnné 
kapalinové chromatografie a poté dialyzovány proti vodě při zkrácené dialýze po dobu 
4 hodin. Ověření modifikace bylo provedeno změřením koncentrace DNA na 
spektrofotometru a koncentrace navázaného komplexu pomocí AAS. 
1050 pb 
[pb] 
  - 
  + 
- 
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Pro in vitro transkripci byly adukty radioaktivně naznačeny pomocí T4 PNK kinázy a 
radioaktivního [γ-32P]ATP na 5´ konci, nezreagováné ATP bylo odstraněno na 
Sephadexových kolonkách G50-fine. 
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Obr.č.18: Chromatogramy s modifikovaným 15- merem a jejich retenční časy. Separace na 
HPLC. 
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Obr.č.19: Autoradiogram 20 % PAA preparativního denaturačního gelu. Kontrola izolace 
radioaktivně naznačených aduktů 15-merů, sebraných na HPLC. Obrázek před a po izolaci. 
Modré rámečky zobrazují místo po vyřezání aduktů. 
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5.1.3 Ověření modifikace 15-meru pomocí DMS 
A)       B) 
 
 
                                          7  8 
Sekvence oligonukleotidu s guaniny v pozici 7,8:  5´- CTC TCT GGT CT CTC -3´   15-meru 
                      
Obr.č.20: Autoradiogram 20 % PAA denaturačního gelu zobrazující místa štěpení a 
retardaci modifikovaných 15-merů vzhledem k methylovaným kontrolám.  
 
Dráhy 1-5 A) a 1-4 B) zobrazují vzorky podrobené reakci s DMS a dráhy 5-10 A) a 5-
7 B) jsou kontrolní vzorky k jednotlivým komplexům. Dráha 1, 6 A) a 4 B) je kontrola; 2, 
6 A) a 4 B) cisplatina; 3, 8 A) a 3, 5 B) PR-001; 4, 9 A) a 2, 6 B) PR-002; 5, 10 A) a 1, 7 B) 
PR-005. 
Komplexy PR-001 a PR-002, dráhy 3,4 z obrázku A) byly špatně vyhodnotitelné, 
proto se experiment opakoval. Výsledky jsou patrné z dráhy 2,3 obrázku B). 
 
 
5.1.4 Hybridizace oligonukleotidů  
V druhé části přípravy konstruktu následovalo postupná hybridizace a ligace 
horního a spodního řetězce se specifickým místem pro adukt. 
 
Namodifikované 15-mery CisPt, PR-005, PR-002 a PR-001 byly nafosforylovány na 
5´ konci využitím T4 PNK kinázy při 37°C po dobu 1 hodiny. Hybridizace aduktu pomocí 
40-meru a 84-meru obsahující biotin na 5´ konci byla provedena pomocí T4 DNA ligázy 
po dobu 1 hodiny při 16°C a 10-ti minutové inaktivaci při 65°C. Požadovaná délka 
fragmentu byla vyříznuta z 6 % (8 %) preparativního denaturačního 
3´    
5´    
3´    
5´    
  -   - 
  +   + 
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polyakrylamidového gelu. Izolovaný fragment v gelu byl převeden do roztoku a 
ponechán přes noc na třepačce při teplotě 20°C. Následně byl vzorek přenesen na 
minikolonky a centrifugován. Velikost pórů kolonky byla zvolena tak, aby přes 
membránu prošel jen vzorek a přebytečné velké molekuly i s gelem zůstaly zachyceny 
na membráně. Fragmenty byly přečištěny etanolovým srážením. Koncentrace získaného 
fragmentu byla změřena spektrofotometricky.  
 
          
 
 A)                                      B) 
          
 
Obr.č.21: A) Autoradiogram 8 % PAA denaturačního gelu. Příprava biotinovaného 99-
 meru. (Ligace 15- meru a 84- meru). Protože byl radioaktivně naznačen 15- mer, na 
autoradiogramu lze vidět pouze celou délku fragmentu (99- mer). Dráha 1: 15- mer, dráha 
2: 84- mer, dráha 3: produkt 99- meru. B) Ukázka izolace cisplatiny. 6 % PAA denaturační 
preparativní gel. 
 
Následně byl připojen horní řetězec 94-mer fosforylovaný na 5´konci, v poměru 1:1, 
v prostředí 1/10 celkového objemu 10x NEB pufru 3 s přídavkem 100x BSA (bovine 
serum albumine). Hybridizace probíhala 10 minut při 60°C a poté se reakční směs 
nechala ochladit při pokojové teplotě.  
Po naštěpení EcoRV (1 hodina při 37°C) se použily magnetické částice k odstranění 
biotinovaného konce. Následovala deproteinace a přečištění pomocí fenolové extrakce. 
Reakce byla ověřena spektrofotometricky. 
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Obr.č.22: Schéma sestrojování konstruktu. 15- mer a 94- mer jsou fosforylovány na 
5´ konci. 
 
 
V dalším kroku se provedlo připojení aduktů s PCR biotinovaným ligovaným 
fragmentem v poměru 2:1 (konstrukt : PCR). Na ligaci se opět použila T4 DNA ligáza. Vše 
bylo deproteinováno fenolovou extrakcí. 
 
 
 
 
 
 
 
Obr.č.23: Hybridizování a ligování obou sestrojených částí konstruktu. 
 
 
Konstrukt obsahuje specifickou sekvenci i pro T7 RNA polymerázu, proto se 
očekávaná délka RNA produktu prověřila pomocí komerčně dostupného transkripčního 
HeLa kitu a současně i pomocí T7 kitu podle doporučení protokolu.  
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5.1.5 Transkripce sestrojených konstruktů 
A)                                   B) 
         
 
Obr.č.24: Autoradiogram 6 % PAA denaturačního gelu. A) transkripce s T7 RNA 
polymerázou; M – marker, 1- kontrola; 2- cisplatina; 3- PR-005. Produkt transkripce je 
v délce 316 nt. B) opakovaná transkripce s RNA polymerázou II. Patrná ligační místa 
v délce 276 nt. Produkt transkripce v délce 347 nt. 
 
 
Inaktivace T7 RNA polymerázy vzrůstá směrem od kontroly k fragmentu s 
aduktem PR-005, jak je vidět z poklesu intenzity na autoradiogramu obrázku A). Protože 
však výtěžky byly příliš malé, experiment se zopakoval s HeLa extraktem. V tomto 
experimentu jsou slabě patrná ligační místa. Celý experiment byl proveden ještě jednou 
pro obě polymerázy, s nově připraveným konstruktem (viz. Obr.č.24) Zdá se však, že 
RNA polymeráza II neměla dostatek templátu na to, aby mohla syntetizovat RNA řetězec. 
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transkripce s RNA polymerázou II; 1- kontrola; 2- cisplatina; 3- PR-005 
transkripce s T7 RNA polymerázou; 4- kontrola; 5- cisplatina; 6- PR-005 
 
Obr.č.25: Autoradiogram 6 % PAA denaturačního gelu. Opakování transkripčních reakcí 
obou polymeráz. 
 
 
 Léze byla lokalizována na spodním řetězci od CMV promoteru a T7 promoteru, 
aby bylo možné srovnání mezi dvěma polymerázami. Kontrola představuje 
nemodifikovaný DNA templát.  
 
 
5.1.6 Linearizace plazmidu pCI-neo 
pCI-neo byl naštěpen pomocí enzymu HpaI, který štěpí s tzv. tupými konci 
v prostředí příslušného pufru při teplotě 37°C po dobu 1 hodiny. Po ověření linearizace 
na agarózovém gelu s ethidium bromidem následovala purifikace pomocí fenolové 
extrakce, stanovení koncentrace a poté se provedla transkripce pomocí komerčně 
dostupného transkripčního HeLa kitu a T7 kitu. 
 
 
 
3´    
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Obr.č.26: Linearizace plazmidu pCI-neo. Fotografie 1% agarózového gelu s ethidium 
bromidem. Vizualizace na transiluminátoru.  Z obrázku je patrná postupná linearizace 
plazmidu, kdy dráha pCI představuje již zcela zlinearizovaný plazmid pCI-neo/HpaI. 1, 2, 3, 
4 ukazují prúběh štěpení enzymem HpaI. 
 
 
5.1.7 In vitro transkripční reakce 
Transkripce in vitro byly prováděny pomocí komerčně dostupného transkripčního 
HeLa kitu. Reakční směs obsahovala všechny složky uváděné v protokolu na celkový 
objem 25μl. Celý pracovní postup se prováděl podle doporučení protokolu. Reakce byla 
ukončena přidáním 175μl HeLa Extract Stop Solution a následnou extrakcí fenolem a 
chloroformem. Extrakty byly vysráženy etanolem, vysušeny a poté rozpuštěny v LB 
(loading buffer). Produkty byly separovány na 6% akrylamidovém gelu. 
 
  - 
  + 
- 
[pb] 
5474 pb 
   1           2       3         4 
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Obr.č.27: Autoradiogram 6 % PAA denaturačního gelu zobrazujícího transkripci 
linearizovaného vektoru pCI-neo použitím HeLa extraktu. Dráha 1 – marker,                    
dráha 2 – pozitivní kontrola, dráha 3 –vektor pCI/HpaI. Šipka znázorňuje produkt 
transkripce (544 nt). 
 
 
Při transkripční reakci použitím komerčně dostupného transkripčního HeLa kitu 
byly zjištěny nespecifické autotranskripce. Proto se provedl experiment na ověření 
těchto reakcí. Byla provedena transkripční reakce samotného extraktu bez přítomnosti 
templátu DNA. Tím bylo potvrzeno, že tyto autotranskripce jsou způsobeny pouze 
použitím kitu a nemají souvislost se studovanými konstrukty. Samotné ověřování 
výskytu samovolných transkripcí nebylo předmětem této práce. 
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5.2 Inhibice katalytické aktivity RNA polymeráz na DNA modifikované 
vybranými komplexy platiny 
 
5.2.1 Transkripční mapování T7 RNA pol. 
Syntéza RNA probíhá na globálně modifikovaném linearizovaném vektoru pCI-
neo/HpaI tak dlouho, dokud se T7 RNA polymeráza nezastaví na aduktu řetězce DNA 
modifikovaného komplexem. Zde se zastaví. Výsledkem reakce je tedy směs různě 
dlouhých fragmentů RNA, které byly separovány na 6 % polyakralamidovém gelu.  
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1108     1131 
  CC ATGGAGATCTC AGCTGGGCCC        GCCGGCGAAG GGAAATCACT 
 
1151             1171 
  CCCAATTACG AAGCTCGTCT             GTACTATTCT ATGTAACTAC 
 
Obr.č.28: Autoradiogram 6 % PAA denaturačního gelu. Transkripční mapování DNA 
aduktů. Na obrázku je vidět inhibice syntézy RNA na DNA modifikované komplexy platiny. 
Komplex PR-005 zastavuje tvorbu RNA řetězce v sekvencích velmi podobných jako 
cisplatina. A, U, G, C = markery sekvence DNA. Tyto 3'-deoxy sekvence dávají 
komplementární sekvenci k vláknu templátu. Stupeň modifikace komplexů: cist rb = 0,0047, 
PR-005 rb = 0,0089, PR-002 rb = 0,005 a PR-001 rb = 0,03. 
3´    
5´    
3´    
5´    
  + 
  - 
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In vitro RNA syntéza na templátu DNA obsahujícím adukty PR-005, PR-002 a PR-001 
ukazuje, že adukt komplexu PR-005 je schopen zastavovat polymerázu a blokovat tak 
transkripci. Sekvenační analýza stop míst produktů komplexu ukazuje, že hlavní stop 
místa jsou u komplexu PR-005 podobná stop místům vytvářeným cisplatinou. Tato stop 
místa jsou převážně na guaninových zbytcích. Pro komplexy PR-002 a PR – 001 byly 
stop místa pozorována až po syntéze dlouhých RNA fragmentů, což ukazuje na malou 
schopnost těchto aduktů inhibovat T7 RNA polymerázu. Sekvenční specifita komplexů 
PR-002 a PR-001 se od sebe téměř neliší.  
 
 
5.2.2 Inhibice RNA polymerázy II 
Katalytická aktivita RNA polymerázy II byla testována pomocí komerčně 
dostupného HeLa kitu, za podmínek stejných jako v předešlé transkripci. Použitý 
jaderný extrakt je zdrojem různých transkripčních faktorů, DNA vazebných proteinů a 
enzymatických mechanismů zapojených do procesu syntézy RNA.  
 
Jak lze vidět z obrázku č.28, velké množství transkriptu plné délky je získáno u 
neplatinovaného vzorku (kontrola). Významné snížení množství transkriptu plné délky 
bylo získáno zvyšující se modifikací templátu studovanými komplexy a cisplatinou. 
Stupeň modifikace je znázorněn v tabulce č.3. 
 
 
Tabulka č.3: Souhrnná tabulka stupně modifikace jednotlivých studovaných komplexů. 
 
rb CisPt PR-005 PR-002 PR-001 
0,00000 100 100 100 100 
0,00040 77,10    
0,00115  25,10   
0,00125   57,90  
0,00130 46,60    
0,00230  18,50   
0,00250   44,55 52,60 
0,00460  1,30   
0,00470 11,40    
0,00500   31,55 49,40 
0,00750 5,95    
0,00890  1,15   
0,00900  1,60   
0,03000    31,90 
 
Data představují kvantitativní vyjádření množství transkriptu plné délky (v %) pro 
jednotlivé rb. Množství transkriptu je vypočítáno z kontroly, která představuje 
nepoškozený templát (100 %). 
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 A)  
 
 
Dráhy: cisplatina   1: rb = 0,0004  PR-005   5: rb = 0,0023  PR-001    9: rb = 0,03 
       2: rb = 0,0013      6: rb = 0,0046  PR-002  10: rb = 0,005 
       3: rb = 0,0047      7: rb = 0,0089 
       4: rb = 0,0750     8: rb = 0,009 
 
        B)        C) 
       
 
Dráhy:  1: kontrola        Dráhy:   1: kontrola 
cisplatina  2: rb = 0,0004    PR-005  2: rb = 0,00115 
      3: rb = 0,0013    PR-002  3: rb = 0,00125 
       4: rb = 0,0047       4: rb = 0,0025 
   PR-005   5: rb = 0,0023    PR-001  5: rb = 0,0025 
  6: rb = 0,0046        6: rb = 0,005 
  7: rb = 0,0089   
  
 
Obr.č.29: Autoradiogram 6 % PAA gelu inhibice transkripce RNA polymerázy II pro různé 
stupně modifikace rb DNA komplexem PR-001, PR-002, PR-005 a cisplatinou na globálně 
modifikovaném pCI-neo/HpaI. 
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Graf č.2: Závislost poklesu transkripční aktivity RNA polymerázy II na stupni modifikace 
(rb). 
 
 
Do grafu bylo vyneseno množství transkriptu plné délky v % pro jednotlivé 
komplexy v různých stupních modifikace. Data byla získána z více experimentů a 
vztažena ke kontrole. 
 
 
Experiment ukázal, že studované komplexy PR-001 a PR-002 inhibují transkripci 
RNA polymerázy mnohem méně než cisplatina. To znamená, že tyto komplexy nejsou 
tak perspektivní, jak se předpokládalo. Výrazný pokles tvorby transkriptu je 
zaznamenán u komplexu PR-005. Tento komplex je účinnější v inhibici transkripce RNA 
polymerázy II než cisplatina a to dokonce již při  mnohem nižším stupni modifikace. 
 Pro získání přesnějších a jasnějších výsledků se experiment z důvodu času 
vymezeného pro diplomovou práci, bohužel již nepovedlo zopakovat. 
 
Lze tedy říci, že komplex PR – 005 inhibuje silně RNA polymerázu, což je dáno 
velikostí ligandu a tím, že tvoří bifunkční adukt. Komplexy PR- 002 a PR- 001 mnohem 
méně účinně inhibují syntézu RNA polymerázy, pravděpodobně kvůli pouze 
monofunkční vazbě na DNA. Bifunkční adukty jsou buď nestabilní nebo se netvoří vůbec. 
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5.3 Globální modifikace exogenní DNA 
 
Provedlo se testování inhibice transkripce RNA polymerázy II na linearizovaném 
plazmidu pCI-neo v přítomnosti exogenní, modifikované plazmidové DNA pUC19, která 
nemá promoterovou sekvenci pro lidskou RNA polymerázu II. Linearizace byla 
provedena pomocí restrikčního enzymu Hpa I. Do všech experimentů se použilo 200 ng 
linearizovaného plazmidu pCI-neo. Transkripce probíhala v přítomnosti 30, 60 a 120 ng 
exogenní DNA, nemodifikovaném a modifikovaném plazmidu pUC19 cisplatinou 
(rb = 0,043), dále pak komplexem PR-005 (rb = 0,049), komplexem PR-002 (rb = 0,14) a 
komplexem PR-001 (rb = 0,14). Transkripce byla provedena opět s využitím komerčně 
dostupného transkripčního HeLa kitu podle protokolu, v polovičním celkovém objemu 
reakční směsi.  
 
 
Tabulka č.4: Souhrnná tabulka přidávaného množství DNA pro jednotlivé komplexy. 
 
 nemodifikovaný templát 
200 ng pCI-neo/ HpaI (169 μg/ml) 
30 ng 60 ng 120 ng 
0,18 μl 0,37 μl 0,72 μl 
CisPt 
162,8 ng/μl 
rb =0,043 
 
   
30 ng 60 ng 120 ng 
0,31 μl 0,62 μl 1,25 μl 
PR-005 
93,5 ng/μl 
rb = 0,049 
 
   
9,21 ng 18,43 ng 36,9 ng 
0,051 μl 0,102 μl 0,204 μl 
PR-002 
179 ng/μl 
rb 0,14 
 
   
9,21 ng 18,43 ng 36,9 ng 
0,051 μl 0,102 μl 0,204 μl 
 
 
 
 
pUC19 
exogenní 
modifikovaná 
PR-001 
179 ng/μl 
rb 0,14 
 
   
15 ng 30 ng 60 ng 120 ng K 
exogenní 
nemodifikovaná 
pUC19 
872 μg/ml 0,017 μl 0,034 μl 0,069 μl 0,138 μl 
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Dráhy: 1 – kontrola, 2, 3, 4, 5 – nemodifikovaný plazmid v přítomnosti 15, 30, 60 a 
120 ng exogenní nemodifikované DNA; 6, 7, 8 – exogenně modifikovaný plazmid 30, 60 a 
120 ng cisplatiny; dráhy 9, 10, 11 – modifikace plazmidu 30, 60 a 120 ng komplexem PR-
005; 12, 13 a 14 exogenní modifikovaný plazmid 9, 18, 36 ng komplexem PR-002 a 
dráhy 15, 16 a 17 zobrazují modifikaci plazmidu 9, 18, 36 ng komplexu PR-001. 
 
Obr.č.30: Autoradiogram 6 % PAA denaturačního gelu. Inhibice transkripce RNA 
polymerázy II exogenně modifikovanou DNA.  
 
 
Z obr.č.30 a následném grafu č.3 je patrný nárůst množství transkriptu pCI-
neo/HpaI při zvyšujícím se přídavku nemodifikovaného pUC19. Transkripční aktivita 
RNA polymerázy II je výrazně omezena přídavky exogenní pUC19 modifikované 
cisplatinou. Iinhibice transkripce je prokazatelná i u modifikace plazmidu komplexem 
PR-005. Pokles ovšem není tak výrazný jako u cisplatiny.  
 
 
544 nt 
  + 
  - 
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Graf č.3: Závislost množství  transkriptu plné délky na přídavku exogenní modifikované 
DNA. Modrá- kontrola, sv. modrá- nemodifikovaný plazmid pUC19, žlutá- transkripce 
v přítomnosti DNA modifikované cisplatinou, vínová- transkripce v přítomnosti DNA 
modifikované komplexem PR-005. 
 
 
Aby bylo možné vyhodnotit jednotlivé transkripční reakce, bylo třeba, aby  se 
provedl přepočet ke kontrole při aktivitách získaných v délce 110 nt, kde se objevují 
vlastní transkripce extraktu i v nepřítomnosti dodané templátové DNA s promoterovou 
sekvencí, způsobené použitím komerčního extraktu. Reakce s komplexy PR-002 a PR-
001 nebylo možné vzhledem k nízkým výtěžkům vyhodnotit. 
Z grafu č.3 je patrné, že přídavek nepoškozeného plazmidu má za následek celkový 
nárůst množství transkriptu, který se dalším přídavkem nepoškozeného plazmidu 
zvyšuje. Transkripce RNA polymerázy II byla značně redukována přídavkem 
vzrůstajícího množství modifikované DNA cisplatinou, ve shodě s dříve uveřejněnými 
daty [25, 26], komplexem PR-005 méně. 
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VI DISKUZE 
 
Tolerance poškození DNA novými, biologicky aktivními komplexy platiny byla 
studována na připraveném konstruktu DNA. Úspěšnost  sestrojení konstruktu závisela 
na dokonalém zligování dvou samostatně připravených segmentů konstruktu.  
Při přípravě se postupovalo podle schématu (viz. obr. 15). Nejprve byla připravena 
část obsahující T7 promoter, CMV promoter a vloženou G-less kazetu. K této části byl 
přihybridizován 2. segment, obsahující syntetické oligomery (75- mer, 56- mer a 15-
 mer). Vložený 15- mer byl modifikován komplexy platiny.  
Připravené konstrukty byly podrobeny transkripční reakcíi s T7 RNA polymerázou a 
lidskou RNA polymerázou z jaderného extraktu HeLa buněk. 
 
Tabulka č.5: Souhrnná tabulka množství produktu transkripce o délce 316 nt. 
 
 Množství 
produktu 
[%] 
[%] 
translézové 
syntézy 
Kontrola 5,17 100 
Cisplatina 2,71 52,4 
PR-005 1,88 36,4 
 
T7 RNA polymeráza byla využita k ověření délky konstruktu a zároveň ke studiu její 
katalytické aktivity (viz. obr.č. 24). T7 RNA polymeráza byla v tomto případě použita, 
protože představuje jednodušší systém oproti RNA polymeráze II, která je obsažena 
v nukleárním extraktu z HeLa buněk, a proto může být výsledná transkripce ovlivněna 
více faktory (viz. obr.č.27).  
 
 
Při studiu katalytické aktivity RNA polymeráz na sestrojených konstruktech i 
globálně modifikovaných templátech DNA bylo zjištěno, že adukty komplexu PR-005 
syntézu RNA řetězce T7 RNA polymerázou i RNA polymerázy II inhibují účinněji než 
adukty cisplatiny. To dokazuje také obr.č. 24, 28, graf č. 2 a související tabulka č. 3 a 5. Již 
při malém stupni modifikace komplexem PR-005 rb = 0,00115 je patrný výrazný pokles 
syntézy RNA řetězce. Tvorba transkriptu plné délky je zde okolo 25 %. Zatímco u 
cisplatiny je při podobné modifikaci rb = 0,0013 RNA řetězec plné délky syntetizován 
ještě ze 47 %. Komplexy PR-001 a PR-002 inhibují transkripční aktivitu RNA polymerázy 
II méně a to i při vysokém stupni modifikace (PR-001 cca 32 % při rb.= 0,03). 
Ze získaných výsledků transkripce v přítomnosti exogenní DNA ve shodě s dříve 
publikovanými daty [25, 26, 39] vyplývá, že transkripční reakce RNA polymerázou II na 
nepoškozeném templátu pCI-neo/HpaI byla výrazně inhibována přídavkem 
vzrůstajícího množství exogenního plazmidu modifikovaného cisplatinou ( viz. graf 3).a 
že přídavek nepoškozeného plazmidu má za následek celkový nárůst množství 
transkriptu. Přídavky exogenního plazmidu modifikovaného komplexem PR-005 
snižovaly transkripci  nepoškozeného templátu méně než cisplatina.  
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Důvodem, proč je RNA polymeráza II inhibovaná DNA adukty cisplatiny více než 
dukty komplexu PR-005 je fakt, že cisplatina je schopna vychytávat transkripční faktory. 
U komplexu PR-005 jsou patrně adukty rozpoznávány některými z transkripčních 
faktorů (například proteiny s HMG doménou, které rozpoznávají ohyb a destabilizaci 
duplexu) s menší afinitou a nebudou tak hlavními faktory zodpovědnými za inhibici RNA 
polymerázy. Z velké části to bude stérický blok  ypůsobený bifunkčním 
vnitrořetězcovým můstkem a velikostí neodstupujících ligandů .  
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VII ZÁVĚR 
V této práci byla studována tolerance bakteriální T7 RNA polymerázy a lidské RNA 
polymerázy II k poškození DNA, vyvolaném vazbou cisplatiny a nových, cytotoxických 
komplexů platiny s cytokininovými ligandy. 
Cílem práce bylo připravit konstrukt DNA, modifikovaný cisplatinou a novými 
platinovými komplexy, na kterém by se dále studovala katalytická aktivita vybraných 
RNA polymeráz. Při sestrojování konstruktu  se vyskytla řada problémů a bylo třeba 
optimalizovat podmínky přípravy konstruktu. V průběhu práce se také bohužel ukázalo, 
že komplexy PR-001 a PR-002 nejsou příliš vhodné ke studiu inhibice transkripce 
z důvodu špatné rozpustnosti ve vodných roztocích a nestabilitě vytvořených aduktů na 
DNA. Proto mohl být připraven pouze konstrukt bez modifikace, modifikovaný 
cisplatinou a komplexem PR-005, který byl ve vodných roztocích stabilnější a také tvořil 
stabilní bifunkční vnitrořetězcový můstek mezi dvěma sousedními guaniny jako 
cisplatina.  
Vliv poškození DNA novými platinovými komplexy na katalytickou aktivitu 
vybraných RNA polymeráz byl také studován na globálně modifikovaných temlátech 
plazmidové DNA pCI-neo, linearizované restrikční endonukleázou HpaI a plazmidu 
pUC19.  
Z výsledků vyplývá, že adukty komplexu PR-005 na rozdíl od komplexů PR-001 a 
PR-002, inhibují katalytickou aktivitu T7 RNA polymerázy i RNA polymerázy II z 
jaderného extraktu HeLa buněk účinněji, než adukty cisplatiny. Toto zjištění vede k 
představě, že bifunkční vnitrořetězcový můstek komplexu PR-005 je pro polymerázy 
především velkou sterickou překážkou, díky objemnosti a charakteru neodstupujících 
ligandů . 
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IX  SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
APS   peroxysíran amonný 
ATP   adenosintrifosfát 
BBR3464  [{trans-PtCl(NH3)2}2μ-trans-Pt(NH3)2{H2N(CH2)6NH2}2]4+ 
CMV   cytomegalovirus 
CTP   cytidintrifosfát 
DMS   dymethylsulfát 
DNA   deoxyribonukleová kyselina 
EDTA   ethylendiamintetraoctová kyselina 
FLT   full-lenght transcript 
   (transkript plné délky) 
GTP   guanosintrifosfát 
HeLa kit  HeLa Nuclear Extract In Vitro Transcription System 
HPLC   high performance liquid chromatography  
(vysokoúčinná kapalinová chromatografie) 
IAC   intrastrand cross-link 
   (vnitrořetězcové příčné můstky) 
IEC   interstrand cross-link 
   (meziřetězcové příčné můstky) 
JM-216  cis, trans-[PtCl2(OCOCH3)2(cyklohexalamin)] 
LB pufr  loading pufr 
PAA   polyakrylamid 
PCR   polymerase chain reaction 
   (polymerázová řetězová reakce) 
pH   záporný dekadický logaritmus H3O+ 
PNK pufr  polynukleotidkinázový pufr 
rb   počet atomů platiny navázaných na jednu bázi DNA 
RNA   ribonukleová kyselina 
ssDNA   single stranded deoxyribonukleotid acid 
(jednovláknová deoxyribonukleová kyselina) 
TEMED  tetramethylethylendiamin 
UTP   uridintrifosfát 
 
